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(57) Abstract 



The invention relates to a method for detecting the effect of different chemotherapeutic agents and/or radiation therapy in malignant 
diseases, wherein the expression profile of tumor and/or cell growth and/or apoptosis associated genes and/or individual differences 
(mutations) in gene sequences are determined. Changes associated with chemotherapeutic agents and/or radiation therapy are identified, 
represented and diagnostically evaluated. The invention further relates to a method for selecting more effective therapeutic agents for the 
therapy of malignant diseases. The status of cell cycle genes and/or apoptosis-associated target genes or gene products thereof in body fluids, 
cells and/or organs is determined and diagnostically evaluated to determine their effect on corresponding therapeutic agents. In a preferred 
embodiment, Bax and p53 exprer ;ions or mutations are investigated and the findings therefrom are used for deciding individual-specinc 
therapy in leukemia and other malignant diseases. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis der Wirkung von unterschiedlichen Chemotherapeutika und/oder einer Strahlen- 
therapie bei malignen Erkrankungen, wobei die Express ionsprofile von Tumor- und/oder Zellwachstum- und/oder Apoptose-assoziierten 
G^*;;^3^:^o"der die individuellen Unterschiede (Mutationcn) in den Gen-Sequenzen bestimmt werden. Veranderungen im Zusammen- 
■'^Cig mit Chemotherapeutika und/oder Strahlentherapie werden identifiziert, dargestellt und diagnostisch bewertet. Weiterhin betrifft die 
Erfindung ein Verfahren zur Auswahl wirkungsvoller therapeutischer Mitte! zur Therapie maligner Erkrankungen. Es wird der Status von 
Zeilzyklusgenen und/oder von Apoptose-assoziierten Targetgenen bzw. von deren Genprodukten in K5rperflussigkeiten, Zellen und/oder 
Organen bestimmt und hinsichtlich ihrer Wirkung auf entsprechende therapeutische Mittel diagnostisch ausgewertet. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform werden Bax- und p53-Expression bzw. Mutationen untersucht und daraus abgeieitet Aussagen zur individualspezifischen 
Therapie-Entscheidung bei Leukamten und anderen malignen Erkrankungen bereitgestellt. 
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Verfahren zum Nachweis der Wirkung von unterschiedlichen Chemotherapeutika 
und/oder einer Strahlentherapie bei malignen Erkrankungen sowie Verfahren zur 
Auswahl wirkungsvoller therapeutischer Mittel zu deren Therapie 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zum Nachweis der Wirkung von unterschiedlichen 
Chemotherapeutika und/oder einer Strahlentherapie bei malignen Erkrankungen, wobei die 
Expressionsprofile von Tumor- und/oder Zellwachstum- und/oder Apoptose-assoziierten 
Genen und/oder die individuellen Unterschiede (Mutationen) in den Gen-Sequenzen 
bestimmt werden. Veranderungen im Zusanrunenhang mit Chemotherapeutika und/oder 
Strahlentherapie werden identifiziert, dargestellt und diagnostisch bewertet. Weiterhin betrifft 
die Erfmdung ein Verfahren zur Auswahl wirkungsvoller therapeutischer Mittel zur Therapie 
maligner Erkrankungen. Es wird der Status von Zellzyklusgenen und/oder von Apoptose- 
assoziierten Targetgenen bzw, von deren Genprodukten in Korperflussigkeiten, Zellen 
und/oder Organen bestimmt und hinsichtlich ihrer Wirkung auf entsprechende therapeutische 
Mittel diagnostisch ausgewertet. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Bax- und 
p53-Expression bzw. Mutationen untersucht und daraus abgeleitet Aussagen zur 
individuaispezifischen Therapie-Entscheidung bei leukamischen Erkrankungen und anderen 
tumoralen Erkrankungen bereitgestellt. 

Der Prozess einer malignen Verandemng einer Zelle beginnt sehr friihzeitig, oft mit nur einer 
einzigen Verandemng im genetischen Material Es verlauft iiber verschiedene Stadien bis hin 
zur entarteten Zelle und ist selbst zu diesem Stadium noch nicht beendet. 

Fortschritte der modemen Molekularbiologie, einhergehend mit einem besseren Verstandnis 
uber die Entstehung bosartiger Verandemngen auf molekularer Ebene, erbrachten eine 
Vielzahl neuer Informationen tiber im Prozess der Kanzerogenese und Tumorprogression 
beteiligte Faktoren. Allerdings zeigen diese Ergebnisse auch deutlich, wie vielgestaltig, 
different und komplex Veranderungen im molekularen Netzwerk sind, um ^ich letztlich in 
einem malignen Phanotyp bzw. therapieresistenten Tumor zu prSsentieren. Die Beteiligung 
verschiedener Faktoren im Prozess einer Tumorentwicklung sind einerseits Ausdruck der 
Kompliziertheit eines solchen Prozesses, kdnnen aber auch fur eine diagnostische 
Anwendung sowie prognostische Risikoabschatzung genutzt werden. 

Trotz des bis zum heutigen Zeitpunkt erreichten Erkenntnisstandes, erfolgt die 
Stadieneinteilung und darauf basierend die Behandlung von Tumorpatienten nach wie vor 
nach histopathologischen bzw. klinischen Kriterien. Diese konventionelle Klassifikation ist 
somit auch nach wie vor maBgebend fiir alle Therapieentscheidungen (Hamatologie 
Onkologie, Hrsg. P.C. Ostendorfund S. Seeber, Urban und Schwarzenberg 1997; 
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Kompendium Intemistische Onkoiogie, Hrsg. HJ. SchmoU, K. Hoffken, K. Possinger, 
Springer 1997). 

Eine individualspezifische Therapierung auf der Basis einer moglichst umfassenden 
molekularen Charakterisierung des Tumors konnte bisher nicht durchgefiihrt werden. 

Der Erfindung hatte deshalb die Aufgabe, Erkenntnisse auf molekuarer Ebene fur eine 
individualspezifische Tumortherapie einzusetzen und fiir die betroffenen Patienten eine 
wirkungsvolle Auswahl an therapeutischen ^ ^^tteln zu finden urn eine effektive Behandlung 
zu ermoglichen, 

Tumorentstehung, Tumorprogression und Therapieresistenz werden durch Zellzyklus- und 
Apoptose-regulierende Faktoren bestinunt. Grundlage der vorliegenden Erfindung war die 
iiberraschende Erkenntnis, daU man durch Bestimmung ihres Expressionsprofils diese Tumor- 
bzw. Zellwachstum-assoziierten Gene als prognostische Marker nutzen und das Ansprechen 
des Patienten auf unterschiedliche Chemotherapeutika, Strahientherapie sowie klinische 
Parameter korrelieren kann, Daraus kann in Abhangigkeit vom bestehenden Markerprofil eine 
effektive und erfolgversprechende Therapieform fur den Patienten abgeleitet werden. 

Die Erfindung betrifft deshalb ein Verfahren zum Nachweis der Wirkung von 
unterschiedlichen Chemotherapeutika und/oder einer Strahientherapie bei malignen 
Erkrankungen. Erfindungsgemafl werden die Expressionsprofile von Tumor- und/oder 
Zellwachstum-assoziierten Genen und/oder die individuellen Unterschiede (Mutationen) in 
den Gen-Sequenzen bestimmt und Wechselwirkungen (Zusammenhange) mit 
Chemotherapeutika und/oder Strahientherapie identifiziert, dargestellt und diagnostisch 
bewertet. 

Es wurde festgestellt, daB die Storung der Apoptose zusammen mit der Deregulation des 
Zellzyklus ein entscheidender Mechanismus bei Entstehung, Wachstum und der Progression 
maligner Tumoren ist. Die Rekonstitution der Fahigkeit zum Zellzyklus-Arrest und von 
apoptosefordemden Genen ist bereits ein wichtiges Ziel experimenteller gentherapeutischer 
Strategien. Es wurde gefunden, daB eine Hemmung von Apoptose-Signalkaskaden zu 
Resistenz gegen Zytostatika-und Strahlen-Therapie fuhren kann, die vor allem bei soliden 
Tumoren von enormer klinischer Bedeutung ist. Diese Resistenzmechanismen koimen durch 
Storungen der Apoptose und des Zellzyklus dadurch entstehen, daB in spezifischen Genen 
und deren Genprodukten pathologisch relevante Veranderungen enthalten sind. Wichtige 
Tumorgene, die fiir Resistenzmechanismen verantwortlich sind, sind z.B. die Gene der bcl-2- 
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Familie, vzw, Bax, p53, pi 6, Caspasen, Rb, Zykline, Inhibitoren von Zyklin-abhangigen 
Kinasen (CDKi's), ATM und Inhibitoren von Apoptose-Proteinen (lAPs). 

Bevorzugt werden gemaB der Erfmdung die Expressionsprofile und/oder Mutationen von den 
genannten Genen mittels Protein- oder DNA/RNA-Analytik bestimmt. Es werden dabei die 
Expressionsprofile und/oder Mutationen von den jeweiligen einzelnen Genen ausgewertet. Es 
konnen aber auch die Profile und/oder Mutationen verschiedener Gene kombiniert werden, 
wodurch das Erstellen individueller Therapieschema verbessert und eine individuelle 
Prognose und Risikoabschatzung moglich wird, Vorzugsweise werden die Expressionsprofile 
von Bax-, p53-, pi 6-, Caspasen- und/oder Rb- Genen oder ihre Mutationen genutzt und 
diagnostisch ausgewertet. Besonders bevorzugt wird der Status von p53-Genen und von Bax- 
Genen bzw. von deren Genprodukten identifiziert. 

Gegenstand der Erfmdung ist insbesondere ein Verfahren zur Auswahl wirkungsvoUer 
therapeutischer Mittel zur Therapie maligner Erkrankungen. Es ist gekennzeichnet durch 
Bestimmung des Status von Zellzyklusgenen und/oder von Apoptose-assoziierten 
Targetgenen bzw. von deren Genprodukten ex vivo in K5rperflussigkeiten, Zellen und 
Organen, der in Zusammenhang mit der Wirkung entsprechender therapeutischer Mittel 
diagnostisch ausgewertet wird. 

Therapeutische Mittel im Sinne der Erfmdung sind an sich bekannte Mittel fur die Therapie 
von leukamischen bzw. Lymphom-Erkrankungen und von anderen malignen Erkrankungen, 
wie z,B. von Tumoren des Gastrointestinaltraktes, des PankreaSj der Prostata, von 
gynakologischen Tumoren (wie z.B. Ovar, Zervix, Mamma), Sarkomen, Himtumoren, 
Tumoren der Haut und der Lunge sowie Tumoren endokriner Organe, wie z.B. der 
Schilddnise u.a. 

Es handelt sich um an sich bekannte Zytostatika, vorzugsweise um Steroidhormone (z. B. 
Prednison, Prednisolon, Methylprednisolon, und andere Glukocorticoide), Antimetaboliten 
(Cladribin (2-CDA), Fludarabin, Mercaptopurin, Arabinosid C, 5-substituierte 
Didesoxynukleoside, wie 5-Fluoruracil, Azidothymidin), um Alkylantien (z.B. Mafosfamid, 
Chlorambucil, Melphalan, Cyclophosphamid), Taxane (wie Paclitaxel, Docetaxel), 
Anthrazykline (z.B. Idarubicin, Doxorubicin, Epirubicin, Mitoxanthrone), Topo-Isomerase- 
Inhibitoren (wie Etoposid), Vinca-Alkaloide, (Vincristin, Vinblastin, Vinorelbin), cis-Platin 
und andere Platinanaloga u. v. a. m. sowie um Strahlentherapie. 

Die Erfmdung soil im folgenden am Beispiel von leukamischen Erkankungen weiter erlautert 
werden. So wurde festgestellt, daB bevorzugt zur Therapie von chronischer lymphatischer 
Leukamie (CLL), unter Auswertung der Bax-Expression oder Mutationen bei Bax- 
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Expressionsverlust eine Therapie mit Alkylantien, Anthrazyklinen und Vinca-Alkaloiden 
weitaus weniger wirksam ist. Eine solche Therapie sollte daher vermieden werden und 
anderen Therapieformen der Vorzug gegeben werden. Die der Erfindung zu Grunde 
liegenden Daten beweisen eindeutig, daB bei Patienten mit CLL bei einer niedrigen Bax- 
Expression ein sehr schlechtes Ansprechen auf eine Zytostatika-Therapie in vitro gegeniiber 
den Alkylantien Mafosfamid, Chlorambucil, Melphalan, gegeniuber den Anthrazyklinen 
Doxorubicin, Epirubicin sowie gegen das Vinca-Alkaloid Vincristin vorliegt. Diese in vitro 
Sensitivitatsdaten korrelieren mit dem Ansprechen auf Therapie in vivo. 

Andererseits konnte gezeigt werden, dalJ zur Therapie von leukamischen Erkrankungen, 
vorzugsweise von CLL, bei niedriger Bax-Expression eine in vitro Therapie mit 
Steroidhormonen oder Fludarabin erfolgversprechend ist. Es gibt namlich keinen EinfluB auf 
die Ansprechbarkeit gegenOber Steroidhormonen, z.B. Prednisolon und Methylprednisolon 
oder gegeniiber Fludarabin. 

Diese in vitro Daten zur Chemoempfindlichkeit der CLL-Zellen zeigen eine gute Korrelation 
mit dem klinischen Ansprechen der Patienten auf die Substanzen in vivo. 
Sie belegen femer, da6 die diagnostische Abklarung des Bax-Status wesentlich fizr eine 
Therapieentscheidung ist. Da der Expressionsverlust von Bax auf unterschiedlichen Stufen 
der Realisiemng der genetischen Information erfolgen kann, miissen fiir eine solche 
Diagnostik auch verschiedene Nachweisverfahren einbezogen werden. Dies betrifft z.B, den 
Nachweis mutativer Veranderungen auf Ebene der DNA (z.B. Punktmutationen; Frameshift 
Mutationen) und den Nachweis von Hypermethyliemngsmustem innerhalb der Bax- 
Promoterregion als mogliche Ursache fur ein transkriptionelles Silencing und 
Untersuchungen der Expression- bzw. Expressionshohe des Bax-Proteins 
(Immunohistochemie oder Western Blot oder DurchfluBzytometrie oder andere quantitative 
Nachweisverfahren) sowie die Analyse transkriptioneller und translationaler Regulatoren und 
des Proteinabbaus. 

Unter Auswertung der p53-Expression oder von Mutationen des p53-Gens hat sich gezeigt, 
daB zur Therapie von leukamischen Erkrankungen, vorzugsweise von CLL, bei Vorliegen von 
Mutationen innerhalb der kodierenden Sequenzabschnitte des p53-Gens, eine Therapie mit 
DNA-schSdigenden Substanzen, insbesondere mit Alkylantien, Anthrazyklinen und mit 
Fludarabin, zu vermeiden ist. Beztiglich einer positiven Korrelation von Mutationen des 
Tumorsuppressorproteins p53 und einem differentiellen Ansprechen auf Z3^ostatika konnte 
nachgewiesen werden, das fur Patienten mit Mutationen innerhalb der kodierenden 
Sequenzabschnitte des p53-Genes ein signifikant schlechteres Ansprechen auf Fludarabin und 
auf DNA-schadigende Substanzen wie z.B. Alkylantien besteht. Auch fur das Kandidatengen 
p53 muB deshalb eine umfassende diagnostische Analytik auf DNA und Proteinebene 
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durchgefuhrt werden. Das gilt prinzipiell auch fur die p53-homologen Kandidatengene p73 
und p41. 

Letztlich kann schon iiber die kombinierte Diagnostik der beiden Kandidatengene p53 und 
Bax eine individualisierte Therapieform appliziert werden, indem man durch Kombination 
des genetischen Status des p53- und Bax-Gens bzw. von deren Genprodukten und/oder 
Mutationen individuelle Therapieschemata erstellt. 

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung der Statusbestimmung von Zellzyklusgenen 
und/oder von Apoptose-assoziierten Targetgenen bzw, von deren Genprodukten oder 
Mutationen mittels Protein-oder DNA/RNA-Analytik zur Bestimmung von Therapieresistenz 
und zur gezielten Auswahl therapeutischer Mittel fur zytotoxische Therapien. Bevorzugt 
erfolgt die Analyse anhand von Bax-Expression oder Mutationen oder anhand von p53- 
Expression oder Mutationen. 

Besonders bevorzugt erfolgt die Verwendung der Statusbestimmung von Bax- und p53- 
Genen fur eine risikoadaptierte Tumortherapie bei leukamischen Erkrankungen, wie der CLL 
und anderen Tumoren. In einer weiteren Ausflihrungsform der Erfindung erfolgt die 
Verwendung in Kombination von p53 und Bax mit weiteren Zellzyklus-und Apoptose- 
Regulatoren, die auch entweder allein oder in ihrer Kombination als eine molekulare 
Pathway-(Signalweg-) Diagnostik bei malignen Tumoren oder Prakanzerosen eingesetzt 
werden kSnnen. 

Es ist zwar bekannt, daB 2.B. auf Grund einer bestehenden klaren Funktionalitat des 
Tumorsuppressorproteins p53 innerhalb der Zellzyklus- und Apoptoseregulation ein Verlust 
von p53-Funk:tion haufig in Tumoren z.B. durch Mutation, Deletion oder 
Promotorvera.iderungen gefunden wird. Uberraschend war jedoch, daB ein funktional 
geschadigtes p53-Protein dermoch ein selektives Ansprechen auf bestimmte Zytostatika bei 
Patienten mit einer chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) ermoglicht. Das konnte 
erstmalig nachgewiesen werden. Dies betrifft dariiber hinaus auch eine Vielzahl weiterer 
apoptoseassoziierter Targetgene und besonders deren funktionelle Kombination. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden exemplarisch fur das Tumorsuppressorprotein p53 
und das proapoptotische Gen Bax bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie 
(CLL) durchgefuhrt. Weitere Daten liegen z. B. auch fur diese und andere Apoptose- und 
Zellzyklus-Regulatoren vor bei Tumoren des Gastrointestinaltrakte, wie z.B. Magenkarzinom, 
Osophagus-Karzinom und Sarkomen. 
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Mit der vorliegenden Erfindung konnte anhand der beiden apoptosebeeinflussenden Proteine 
p53 und Bax der schliissige Nachweis dafiir erbracht werden ,daB uber eine diagnostische 
Charakterisierung von entsprechenden Tumorgenen auf molekularer Ebene (DNA) und auf 
Expressionsebene (Protein) die Moglichkeit besteht, Zytostatika selektiv auszuwahlen, um 
somit eine verbesserte Behandlung zu erreichen. Die Erkenntnisse zur molekularen 
Pathogenese und Therapieresistenz von Tumoren konnen erfindungsgemaB als Grundlage fur 
eine individualspezifische Tumortherapie eingesetzt werden und auf diesem Wege eine 
gezieltere und letztlich fiir den betroffenen Patienten auch maximal erfolgreiche Behandlung 
erwirken. 

Somit kann man Patienten, die nach molekularen Mafistaben eine per se gute Prognose haben, 
auf zytotoxische Therapien anzusprechen und ein bessees Uberleben nach Therapie zeigen, 
aufwendige und kostenintensive Therapien ersparen. Gleichzeitig konnen bei Patienten mit 
schlechtem Risikoprofil aggressivere Behandlungen durchgefuhrt werden, um den 
Therapieeffekt zu verbessem. Weiterhin kdnnen bei nachgewiesener Resistenz durch eine 
weniger aggressive Behandlung unnotige Belastungen fur den Patienten und Kosten 
vermieden werden. 

Durch die Erfindung ist es moglich, veranderte zellulare Tumormarker als 
Entscheidungskriterium fur die Auswahl verschiedener Standard-Chemotherapeutika 
einzusetzen, d.h. auch positive Korrelationen zwischen veranderten Tumormarkem und der 
Wirksamkeit bzw. auch Unwirksamkeit von Chemotherapeutika auszunutzen. Dies bietet die 
Moglichkeit, erstmalig nach einer Charakterisierung von ausgew^hlten zellulSren 
Tumormarkem selektiv die Form des einzusetzenden Chemotherapeutikums bzw. auch einer 
Strahlentherapie oder deren Kombination auszuwahlen, 

Aus der folgenden Tabelle 1 kann aufgrund vergleichender Untersuchungen der Expression 
von Bax-Protein, das als proapoptotisch bei CLL bekannt ist, und dem Bcl-2-Protein, welches 
an sich die Aufgabe hat, den Zelltod zu blockieren, die Wirkung verschiedener Zytostatika 
bei einer CLL-Behandlung entnommen werden. So ist eindeutig ersichtlich, daB das 
Ansprechen auf Anthrazykline und Alkylantien (Doxorubicin, Epirubicin, Chlorambucil und 
Mafosfamid) sowie Vincristin eine gute Korrelation zum Bax-Expressionsniveau (Western- 
Blot) zeigt (p-Wert signifikant und < 0,05). Keine Korrelation wurde hingegen bei 
Bestimmung der Bcl-2-Expression gefunden. Hingegen zeigt die Wirkung von 
Steroidhormonen (Methylprednisolon, Prednisolon) bzw. von ,Fludarabin-Gabe keine 
Korrelation zum Niveau der Bax-Expression, woraus auf eine erhohte zytotoxische Wirkung 
der eingesetzten Mitiel auch bei Bax-negativen Tumorzellen geschlossen werden kann. 
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Bestatigt werden diese Aussagen durch die in Abbildung 1 dargestellte Korrelation von Bax 
und der ex-vivo Antwort von CLL-Patienten auf ein Panel von Zytostatika. Angegeben sind 
jeweils die relativen Spiegel der Bax-Proteinexpression (densitometrische Werte von 
Western-Blot-Analysen) und die LC90-Dosis fiir das jeweilige Zytostatikum. 

In Abbildung 2 ist die Korrelation zwischen Bax-Expression mit der LC90 Dosis von 
Doxorubicin bei 37 CLL-Patienten beschrieben, 

Abbildung 3 zeigt die verminderte Zytostatika-Sensivitat von CLL-Zellen in vitro gegen die 
Alkylantien Chlorambucil und Melphalan .^ wie gegen Fludarabin bei p53-mutierten CLL- 
Patienten im Vergleich zum p53 Wildtyp. Die p53-Mutationen wurden mittels SSCP-PCR fiir 
die Exons 5 bis 8 bestimmt. Die Balkenhohe entspricht der Dosis des Zytostatikums in fxg/ml. 
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Tabellel: 

Beziehung zwischen dem Niveau der Proteinexpression von Bax, Bcl-2 und dem Verhaltnis 
¥i der Bax und Bcl-2 Expression (Bcl-2/Bax) und der ex-vivo Zytotoxizitat von Zytostatika bei 

^ der Behandlung der CLL. 



Signifikanz-Niveau des Korrelationskoeffizienten nach Pearson (p-Wert) 



Zytosi-dkum 


isaix 




iJpi 7 /Roy 


Fludarabin-rnospnat 


A ft 1 A 






CladriDine (/-ULIAJ 








Chlorambucil 


0.034 


0.739 


0.157 


Mafosfamide 


0.017 


0.250 


0.160 


Methylprednisolone 


0.836 


0.415 


0.880 


Prednisolone 


0.807 


0.545 


0.898 


Vincristine 


0.011 


0.052 


0.127 


Doxorubicin 


0.001 


0.920 


0.001 


Epirubicin 


0.002 


0.647 


0.001 



P-Werte kleiner als 0.05 sind statistisch signifikant 

i 
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Legenden zu den Abbildungen: 
Abbildung I: 

Assoziation der Spiegel von Bax und der ex-vivo Antwort von CLL-Patienten auf ein Panel 
von Zytostatika. Angegeben sind jeweils die relativen Spiegel der Bax-Proteinexpression 
(Densitometrische Werte von Westem-Blot-Analysen) und die LC90-Dosis fixr das jeweilige 
Zytostatikum. 

Abbildung 2: 

Assoziation zwischen Bax-Expression mit der LC90 Dosis von Doxorubicin bei 37 CLL- 
Patienten. Dieser Bezug in Hinblick auf die zytotoxische Wirkung des Zytostatikums konnte 
nur bei Bax, nicht jedoch bei Bcl-2 bzw, dem Quotienten aus Bcl-2 zu Bax beobachtet 
werden. 

Abbildung 3: 

Verminderte Zytostatika-Sensivitat (Balkenhohe entspricht Dosis in jig/ml Zytostatikum) bei 
p53-mutierten CLL-Patienten im Vergleich zum p53 Wildtyp. Die p53-Mutationen wurden 
mittels SSCP-PCR fiir die Exons 5 bis 8 bestimmt. 
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Patentanspriiche: 

1. Verfahren zum Nachweis der Wirkung von unterschiediichen Chemotherapeutika 
und/oder einer Strahlentherapie bei malignen Erkrankungen, dadurch gekennzeichnet, dal3 
die Expressionsprofile von Apoptose- und/oder Zellwachstum-regulierenden Genen 
und/oder die individuellen Unterschiede (Mutationen) in den Gen-Sequenzen bestimmt 
und Veranderungen im Zusammenhang mit Chemotherapeutika und/oder Strahlentherapie 
identifiziert, dargestellt und diagnostisch bewertet warden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Expressionsprofile der 
Gene der bcl-2-Familie, vzw. Bax, p53, pi 6, Caspasen, Rb , Zyklinen, Inhibitoren von 
Zyklin-abhangigen Kinasen (CDKi's), ATM und Inhibitoren von Apoptose-Proteinen 
(lAPs) und/oder Mutationen in den Genen mittels Protein- oder DNA/RNA-Analytik 
bestimmt werden und einzein oder in verschiedenen Kombinationen bewertet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS individuelle 
Unterschiede in der Sequenz von Apoptose und/oder Zellwachstum-regulierenden Genen 
und/oder der Expression ihrer Genprodukte, die bei malignen Erkrankungen vorkommen, 
in Bezug zu einer individuell unterschiediichen Ansprechbarkeit auf Arzneimittel gesetzt 
und bewertet werden, insbesondere im Hinblick auf ihre Relevanz fiir Therapie- 
Ansprechen. 

4. Verfahren zur Auswahl wirkungsvoller therapeutischer Mittel zur Therapie maligner 
Erkrankungen, dadurch gekennzeichnet, daB der Status von Zellzyklusgenen und/oder von 
Apoptose-assoziierten Targetgenen bzw. von deren Genprodukten in Korperflussigkeiten, 
Zellen und/oder Organen ex vivo bestimmt und die fur diesen Status wirkungsvollen 
therapeutischen Mittel ausgewahlt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daC Mittel fiir die Therapie von 
leukamischen Erkrankungen und anderen hamatologischen Malignomen und soliden 
Tumoren, wie z.B. Tumoren des Gastrointestinaltraktes, des Pankreas, der Prostata, von 
gynakologischen Tumoren, Sarkomen, Himtumoren, Tumoren der Haut und der Lunge 
sowie Tumoren endokriner Organe bewertet werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB therapeutische Mittel an 
sich bekannte Zytostatika, vorzugsweise Steroidhormone, Aikylantien, Anthrazykline, 
Antimetabolite, Taxane, Topo-Isomerase-Inhibitoren, Vinca-Alkaldde, cis-Platin und 
andere Platin-Derivate u, v. a. m. sind. 
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7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Therapie von soliden 
Tumoren bzw. leukamischen und anderen hamatologischen, malignen Erkrankungen, 
vorzugsweise von chronischer lymphatischer Leukamie, die Bax-Expression oder 
Mutationen ausgewertet werden und bei niedriger Bax-Expression eine Therapie mit 
Alkylantien, Anthrazyklinen und Vinca-Alkaloiden vermieden und eine andere 
Therapieform gewahlt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daS zur Therapie von 
leukamischen Erkrankungen, vorzugsweise von chronischer lymphatischer Leukamie, die 
Bax-Expression oder Mutationen ausgev^ertet v^ird und bei niedriger Bax-Expression eine 
Therapie mit Steroidhormonen oder Fludarabin-phosphat/2-CDA erfolgt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daJJ zur Therapie von 
leukamischen Erkrankungen, vorzugsweise von chronischer lymphatischer Leukamie, die 
p53 -Expression oder Mutationen ausgewertet werden und bei Vorliegen von Mutationen 
innerhalb der kodierenden Sequenzabschnitte des p53-Genes eine Therapie mit DNA- 
schadigenden Substanzen, insbesondere mit Alkylantien, Anthrazyklinen und Fludarabin, 
vermieden vermieden und eine andere Therapieform gewahlt wird, 

10. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dalJ durch 
Kombination der Bestimmung des Status verschiedener Apoptose- und/oder 
Zellwachstum-assoziierten Gene, vorzugsweise von p53 und Bax bzw. von deren 
Genprodukten und/oder Mutationen und/oder deren Homologen individuelle 
Therapieschemata erstellt werden. 

11. Verwendung der Statusbestimmung mittels Protein-oder DNA/RNA-Analytik von 
Apoptose- und/oder Zellwachstum-assoziierten Genen bzw. von deren Genprodukten zur 
Ermittlung von Resistenzen gegen Strahlentherapie und gegenUber therapeutischen 
Mitteln sowie zur gezielten Auswahl therapeutischer Mittel fur zytotoxische Therapien, 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi der Status, namlich 
Expressionsprofil und/oder Mutationen, von Genen der bcl-2-Famiiie, vzw. Bax, p53, 
pi 6, Caspasen, Rb. Zykline, Inhibitoren Zyklin-abhangiger Kinasen (CDKi's), ATM und 
Inhibitoren von Apoptose-Proteinen (lAPs) einzelner Gene oder in verschiedenen 
Kombinationen bestimmt wird. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi der Status von Bax- 
Expression oder Mutationen des Bax-Gens bzw. Bax-Promotors und Bax-Regulatoren 
verwendet wird. 
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14. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Status von p53- 
Expression oder Mutationen des p53-Gens verwendet wird. 

15. Verwendung nach Anspruch 1 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB Status von Bax und 
p53 ftir risikoadaptierte Tumortherapien bei maligne hamatologische Erkrankungen, wie 
der CLL, und anderen tumoralen Erkrankungen verwendet wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 11 bis 15 einer Kombination von p53 und Bax sowie ggf. 
weiterer Zellzyklus-und Apoptose-Regulatoren entweder allein oder in ihrer Kombination 
im Sinne einer molekularen Patbway-Diagnostik bei malignen Tumoren oder 
Prakanzerosen. 
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A. Effekt der p53-Mutation auf die Empfindiichkeit gegeniiber Chlorambucil und Melphalan. 



Cell Bar Chart 
Split By: p53-Mut 
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B. Effekt der p53-Mutation auf die Empfindiichkeii gegeniiber Fludarabin. 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting the effect of different chemotherapeutic agents and/or radiation 

therapy in malignant diseases, wherein the expression profile of tumor and/or cell growth and/or apo^- is associated genes and/or 

individual differences (mutations) in gene sequences are determined. Changes associated with chemotherapeutic agents and/or ra- 
diation therapy are identified, represented and diagnostically evaluated. The invention further relates to a method for selecting more 
effective therapeutic agents for the therapy of malignant diseases. The status of cell cycle genes and/or apoptosis-associated target 
genes or gene products thereof in body fluids, cells and/or organs is determined and diagnostically evaluated to determine their effect 
on corresponding therapeutic agents. In a prefened embodiment, Bax and p53 expressions or mutations are investigated and the 
findings therefrom are used for deciding individual- specific therapy in leukemia and other malignant diseases. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis der Wirkung von unterschiedlichen Chemotherapeu- 
tika und/oder einer Strahlcntherapie bei malignen Erkrankungen, wobei die Expressionsprofile von Tbmor- und/oder ZeUwachs- 
tum- und/oder Apoptose-assoziierten Genen und/oder die individuellen Unterschiede (Mutationen) in den Gen-Sequenzen bestimmt 
werden, Veranderungen im Zusammenhang mit Chemotherapeutika und/oder Strahlcntherapie werden identifiziert, dargestellt und 
diagnostisch bewertet. Weiterhin betrifft die Erfmdung ein Verfahren zur Auswahl wirkungsvoUer therapeutischer Mittel zur The- 
rapie maligner Erkrankungen. Es wird der Status von Zellzyklusgenen und/oder von Apoptose-assoziierten Targetgenen bzw. von 
deren Genprodukten in Korperflussigkeiten, Zdhn und/oder Organen bestimmt und hinsichtlich ihrer Wirkung auf entsprechende 
therapeutische Mittel diagnostisch ausgewertet. In einer bevorzugten Ausfiihrungsfomi werden Bax- und p53-Expression bzw. Mu- 
tationen untersucht und daraus abgeleitet Aussagen zur individualspezifischen Therapie-Entscheidung bei Leukamien und anderen 
malignen Erkrankungen bereitgestellt. 
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International application No. 
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Priority date {day/month/year) 
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International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12Q 1/68 
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THERAGEN MOLEKULARMEDIZINISCHE INFORMATIONSSYSTEME AG 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



, sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by AJNNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70T6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of „ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


12<J 


11 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


X 



Date of submission of the demand 

08 December 2000 (08.12.00) 


Date of completion of this report 

01 October 2001 (01.10.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DEOO/01444 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:'' 
1^ I the international application as originally filed 

the description: 

pages 

pages 

pages 



1-9 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-16 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/3-3/3 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, , filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1 (b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 

I I filed together with the international application in computer readable form. 

i I furnished subsequently to this Authority in written form. 

I J furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

i I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed** and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



7-9 



1-6, 10-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1) . Preamble 



It is known from the documents cited in the search 
report that oncogenesis, tumour progression and 
resistance to treatment can be determined by cell 
cycle- and apoptosis-regulating factors, that, by 
determining the expression profile thereof, genes 
associated with said tumour or cell growth can be 
used as prognostic markers, that the patient's 
response to chemotherapy and radiation therapy can 
be correlated and that such influences can be used 
for the purposes of diagnostic assessment as per the 
present claims. 

2.1. Claim 1 is very broad, owing to the different 
options; the subject of the claimed method is 
genetic analysis for determining changes in 
connection with chemotherapy and/or radiation 
therapy and the ''diagnostic assessment'' of said 
changes. This procedure (''diagnostic assessment") 
was already described in all subsequently discussed 
documents (see D1-D6, in point 2.3.). Consequently, 
the subject matter of Claims 1-6 and 10 appears to 
lack novelty. 
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2.2. According to Claim 11, the results of the genetic 
analysis are used to determine resistance to 
treatment and to select treatment agents. Such a 
use for this coxnbina'tlon (resistance + selection) is 
specified or alluded to, for example, in documents 
Dl, D2, D4 and D6 (see point 2.3. below). 
Consequently, the subject matter of Claims 11-16 
appears to lack novelty and inventive step- 

2.3, Document Dl : Sturm et al. (Bax as prognostic marker 
in connection with chemotherapy, e.g. page 1371; 

combination" as per 2.2. above; see bottom right- 
hand side of page 1364), D2 : Reed et al . (bcl-2 as 
prognostic marker in connection with chemotherapy 
and radiation therapy and as target, the selection 
of effective drugs for treating malignant diseases; 
^'combination" as per point 2.2. above; see top 
right-hand side of page 30), D3: Lowe et al . (p53 
mutations create resistance to chemotherapy and 
radiation therapy), D4 : McCurrach et al . (influence 
of Bax status on the apoptosis regulation of p53 and 
the consideration thereof in selecting a treatment; 

combination" as per point 2.2. above; see page 
2348;, under text for Figure 3, right-hand side), D5: 
Findley et al. (bcl2, Bax and p53 as markers for 
evaluating radiation therapy); D6: Krajewsky et al, 
(low Bax expression level shows poor effect of 
chemotherapy; ^^combination" as per point 2.2. above; 
see page 4477, last part of the discussion) . 
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VIL Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite documents D1-D6, nor the relevant 
prior art disclosed therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The multiple use of ''and/or'' in Claim 1 results in a 
number of possibilities. Said claim therefore 
appears to contravene the requirements for clarity^, 
concision and support from the description (PCT 
Article 6) . 
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Date of mailing (day/month/year) 

17 January 2001 (17.01.01) 




International application No. 
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Applicant's or agent's file reference 
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International filing date (day/month/year) 

10 May 2000(10.05.00) 
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DANIEU Peter etal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the dennand filed with the International Prelinninary Exannining Authority on: 

08 December 2000 (08.12.00) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 

□ 



was not 



made beftSre the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the tinne limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Diana Nissen 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 
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PCTyTheragen 01 


lAf ci-rcDcc i#no/^cLj Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
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Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/01444 
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Anmelder 

THERAGEN MOLEKULARMEDIZINISCHE INFORMAT... et al. 
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Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdenn liegen denn Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zelchnungen, die geandert wurden und diesenn Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der VenA/altungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
08/1 2/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
01.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

J— Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Cuendet, P 

Tel. Nr. +49 89 2399 8690 



Formblatt PCT/IPE/V409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 444 



I. Grundfage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgeiegt warden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglicfi 
eingereicfit" and sind ihm niciit beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten (Regein 70. 16 and 70, 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -9 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 6 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alia vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden Ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ In der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich In schriftlicher Form eingereicht worden Ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoii nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung Im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt 

□ Die Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoii entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Feider l-VIll, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 444 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatziiche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artlket 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (OA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



7-9 

1-6,10-16 

1-16 
1-16 



2. Unterlagen und Erklarungen 
slehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, da3 die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Kiarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formbiatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01444 
PRUFUNGSBERICHT' BEIBLATT 



1) . Praambel 

Gemass der im Recherchenbericht zitierten Dokumente war bekannt, dass 
Tumorentstehung, Tumorprogression und Therapieresistenz durch Zellzyklus- 
und Apoptose-regulierende Faktoren bestimmt werden und man durch 
Bestimmung ihres Expressionsprofils diese Tumor- bzw. Zellwachstum- 
assoziierten Gene als prognostische Marker nutzen und das Ansprechen des 
Patienten auf Chemotherapeutika und Strahlenthgerapie korrelieren kann und 
solche Zusammenhange zur diagnosischen Bewertung gemass der vorliegenden 
Anspruche verwendet werden konnen. 

2) . Punkt V.2. 

2.1 . Anspruch 1 ist mit seinen verschiedenen Optionen sehr breit; Gegenstand 
des beanspruchten Verfahrens ist die genetische Analyse zur Ermittlung von 
Veranderungen im Zusammenhang mit Chemotherapie und/oder Stralilentherapie 
und die "diagnostisclie Bewertung" dieser Veranderungen. Dieses Vorgehen (mit 
abschliessender "diagnostisclie Bewertung") ist in alien anschliessend diskutierten 
Dokumenten bereits beschrieben werden (s. D1-D6, in Punkt 2.3.). Demnach 
scheint der Gegenstand der Anspruchel-6 und 10 nicht neu zu sein. 

2.2. Gemass Anspruch 11 werden die Resultate der genetischen Analyse zur 
Ermittlung von Resistenz gegen Therapie und zur Auswahl therapeutischer Mittel 
venA/endet. Die VenA^endung fur diese Kombination (Resistenz + Auswahl) ist z.B 
in den Dokumenten D1 , D2, D4 und D6 angegeben/angedeutet (s. unten in Punkt 

2.3. ). Demnach scheint der Gegenstand der Anspruche 11-16 nicht neu zu sein / 
nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit beruhen. 

2.3. Dokument D1: Sturm et al. (Bax als prognostischer Marker im 
Zusammenhang mit Chemotherapeutika, z.B. S.1371; "Kombination" gemass 
Punkt 2.2. oben, s. S.I 364 unten rechts), D2: Reed et al. (bcl-2 als prognostischer 
Marker im Zusammenhang mit Chemotherapeutika und Strahlentherapie und als 
Ziel die Auswahl von wirkungsvoiien Medikamenten zur Therapie maligner 
Erkrankungen; "Kombination" gemass Punkt 2.2. oben, s. S.30 oben rechts)), D3: 
Lowe et al. (p53 Mutationen bewirken Resistenz gegen Chemotherapeutika und 
Strahlentherapie, D4: McCurrach et al. (Einftuss des Bax-Status auf 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/01 444 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Apoptoseregulation von p53 und diesbeziigliche Berucksitigung bei Selektion 
eines Therapeutikums; "Kombination" gemass Punkt 2.2. oben, s. S.2348 unter 
Text Fig. 3, rechts), D5: Findley et al. (bc12, Bax und p53 als Marker fur die 
Bewertung einer Strahlentherapie); D6: Krajewsky et al. (niedriges Bax- 
Expressionsniveau zeigt schlechte Wirkung einer Chemotherapie an; 
"Kombination" gemass Punkt 2.2. oben, s. S.4477, letzer Abschnitt von 
Diskussion). 

3) . Punkt VIL 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) 11) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1-D6 offenbarte einschlagige 
Stand der Teohnik noch diese Dokumente angegeben. 

4) . Punkt VIII. 

Durch die mehrfache Verwendung des Ausdrucks "und/oder" in Anspruch 1 wird 
eine Vielzahl von Moglichkeiten induziert. Somit sclieint dieser Anspruch gegen 
Erfordernisse wie Klarheit, Knappheit und Stutzung durch die Beschreibung zu 
verstossen, Art. 6 PCT. 



Formblatt PCT/BeiblatV409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



VERTfQi UBER die INTERNATIONALE M. 

AUF DEM GEBIET DES PATENT) 



Jammenarbeit 

mSENS 



PCT 

internationaler recherchenbericht 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

PCT/Theragen 01 


WEITERES slehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberlchts (Formblatt PCT/!SA/220) sowie, sowelt 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01444 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

10/05/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatunn (Tag/Monat/Jahr) 

14/05/1999 


Anmelder 

MOLEKULARMEDIZINISCHE INFORMATIONSSYSTEME AG 



DIeser internatlonale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 Obermittelt. Eine Kople wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _A Blatter. 

pr] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kople der in diesem Berlcht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berichts 

a. HInsichtlich der Sprache 1st die internatlonale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrtworden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesenri Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrtworden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internatlonale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrtworden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Often barungsgehalt der 
internationalen Anmeldung Im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daR die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeiohnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
pT] wurde der Wortlaut von der Behorde wie foigt festgesetzt: 
VERFAHREN ZUM NACHWEIS DER WIRKUNG VON UNTERSCHIEDLICHEN CHEMOTHERAPEUTIKA UND/ 
ODER EINER STRAHLENTHERAPIE BEI MALINGNEN ERKRANKUNGEN 

5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rrri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der BehSrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberlchts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] 
I [ well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
] I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Btatt 1 ) (Juii 1998) 



INTERNATIONMSR RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01444 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANIUIELDUNGSGESENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/68 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprutstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , PAJ, WPI Data, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNJERLAGEN 



Kategorie*' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht konnnnenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



STURM ISRID ET AL: "Analysis of the 
p53/BAX pathway in colorectal cancer: Low 
BAX is a negative prognostic factor 1n 
patients with resected liver metastases." 
JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY, 
Bd. 17, Nr. 5, Mai 1999 (1999-05), Seiten 
1364-1374, XP000982432 
ISSN: 0732-183X 
Seite 1364 

Seite 1371 -Seite 1372 

-/-- 



1-6, 
10-16 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfannilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

*A' Veroffentlichung, die den ailgemelnen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E" alteres Dokunnent, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifeihaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf sine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteiiung Oder auOere MaBnahmen beziebt 

■P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorltatsdatum veroffentlicht worden ist 



■T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollldiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zu gru nde I tegen den Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben Ist 

•X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ailein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet werden 

•Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erflnderischer Tatigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mltgiied derselben Patentfannilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



21. Februar 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



06/03/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachligter Bediensleter 



Reuter, U 
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